






























TME  than cell  line‐derived spheroids. Our data  indicates  the  importance of multi‐marker,  func‐
tional analyses within M subsets and the advantages of the ex vivo NSCLC explant model in im‐
munomodulation studies. We highlight the plasticity of the M1/M2 phenotype using the explant 




















































































γ  receptor  (CD64)  and mannose  receptor  (CD206)  expression  on  tumour‐conditioned 
monocyte‐derived macrophages (Ms) could concurrently identify M1‐ and M2‐like M 
populations  by  flow  cytometry  through  assessment  of  distinct,  CD206loCD64hi  and 
CD206hiCD64lo populations of CD14+ cells, respectively. With  the use of  this novel  two‐
marker approach we demonstrate that human myeloid cells are polarised into an M2‐like 

















sodium‐pyruvate  (Sigma‐Aldrich; Missouri, United  States),  25  nM HEPES  (Sigma‐Al‐









centrifugation  on Histopaque  (Sigma‐Aldrich; Missouri, United  States). Myeloid  cells 
were separated by positive selection, using the EasySep® Human CD14 Positive Selection 
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2.6. Flow Cytometry 
Cells  were  stained  in  phosphate‐buffered  saline  (PBS;  Sigma‐Aldrich; Missouri, 
United  States)  with  Fixable  Viability  Dye  eFluor780  (1/1000;  eBioscience;  California, 






ence;  California,  United  States),  PerCP/Cy5.5‐CD64  (BioLegend;  California,  United 
States), and APC‐CD163 (eBioscience; California, United States). Staining was performed 
at 4°C  for 40 min  in  the dark,  in PBS containing 2% FBS and 1 mmol/L EDTA  (Sigma‐
Aldrich; Missouri, United States). Unstained cells were used as a negative control, and 
fluorescence minus one (FMO) controls were used to identify and remove spectral overlap 
from  quadrant  gating  analyses.  Flow  cytometry  was  performed  using  an  8‐colour 


















Cytomegalovirus  (HCMV),  and Epstein‐Barr virus  (EBV)  (Severn Biotech Ltd.; United 
Kingdom), with a wide variety of HLA  (MHC‐I and MHC‐II)  restrictions  (epitope  se‐
quences shown in Table S2) for 1 h. DMSO (Sigma‐Aldrich; Missouri, United States), di‐
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States). After 15 min, cells were stained with PE/Cy7‐CD3 (eBioscience; California, United 
States), BV421‐CD4  (BioLegend; California, United  States), PerCP/Cy5.5‐CD8  (eBiosci‐
ence; California, United States), FITC‐IFN  (eBioscience; California, United States), and 
APC‐TNF (eBioscience; California, United States) Staining was performed at RT for 40 


































































lowing  48 h  culture  either with  spheroids, M2 polarising  cytokines  (97.1  ±  1.5%; MFI 
























plots  shown  in  Figure  S1A).  CD206loCD64hi  cells  were  considered  M1‐like,  while 













































































TME,  and  tumour  explants  promote M2‐like M  polarisation  ex  vivo.  Additionally, 
changes in CD163 expression are not informative to determine an M2‐shift in either the 
spheroid or explant model. 
In order  to better discriminate between  the M1‐ and M2‐like M phenotype,  two‐





















































CD8+  T  cells was  comparable when  cultured with M1  control Ms,  unpolarised Ms 










duction  (++  = double positive  staining) by CD4+  and CD8+ T  cells. Summary of  the proportion of  IFN+, TNF+,  and 

















































  4898  4836  2780  5178 
T cells Only  <0.53  212.47  113.23  3.32 
+ Explants  0.62  105.40  150.66  1.55 
+ Explants/M  1.13  18.65  209.30  78.56 
TNF 
  4898  4836  2780  5178 
T cells Only  <1.20  1.21  1.71  3.52 
+ Explants  <1.20  <1.20  1.95  <1.20 
+ Explants/M  <1.20  <1.20  1.58  1.58 
IL‐10 
  4898  4836  2780  5178 
T cells Only  <1.09  1.675  1.18  1.77 
+ Explants  2.95  3.44  3.96  2.74 
+ Explants/M  1.73  17.03  8.12  8.31 
Arginase 
  4898  4836  2780  5178 
T cells Only  3663.90  3923.90  2346.75  3975.41 
+ Explants  3052.86  3285.92  2346.46  2819.79 
+ Explants/M  5712.62  4302.11  4212.98  5670.56 
The secretion of pro‐inflammatory cytokines from explant‐conditioned T cell co‐cul‐














ranged  from 2.7–4.0 pg/mL and 1.7–17.0 pg/mL  in  the absence and presence of exoge‐















resents  the  complex  interplay of  tumour‐immune  interactions which occur within  the 
lung TME, compared to the heterotypic spheroid model. The data from this study demon‐
































fore,  the  increased mechanical tension and adhesion structures  that form between cells 
upon spheroid formation may strongly influence the M2‐promoting cytokine profile pro‐
duced by the spheroid model. Hence, generating a synthetic mimic of the TME using a 
























CD206 expression. However,  less  than 50% of cells were reported as CD163+  following 






ing CD68  (macrophage marker),  iNOS  (M1)  and CD163  (M2)  antibodies,  respectively 

















ated with  the M2 phenotype  [46,47],  indicating  that multi‐marker analyses may be  re‐
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as a result of their chronic engagement with cancer antigens, also contribute to the pro‐












plant models  to  study M polarisation  in NSCLC. We demonstrated  that CD206  and 
CD64, used in combination, can reliably distinguish between M1 and M2 M populations, 
indicating  the  importance  of multi‐marker  analyses when  assessing M  phenotypes. 
Through the establishment and use of a novel two‐marker phenotypic macrophage anal‐
ysis approach, we confirmed that the lung TME dominantly skews CD14+ myeloid cells 
into an M2‐like TAM  state both  in vitro and ex vivo. Our data support  the use of  the 
NSCLC explant model over  the heterotypic spheroid model, since  the  former can also 
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